Application of Phage Display Technology for the Production of Antibodies against Agricultural Contaminant Haptens by มณฑารพ, ยมาภัย
รหัสโครงการ SUT3-304-51-24-04




Application of Phage Display Technology for the Production of Antibodies 

















Application of Phage Display Technology for the Production of Antibodies 
against Agricultural Contaminant Haptens
คณะผูวิจัย
หัวหนาโครงการ














T การวิจัยครั้งนี้ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ปงบประมาณ ๒๕๕๑- ๒๕๕๓ 
ผูวิจัยขอขอบคุณ นางสาว กุลฑล ีรางนอย นักศึกษามหาบัณฑิต ที่เปนกำลังสำคัญหลักในการทำวิจัยเรื่องนี้ เพื่อเปน
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Richard O’ Kennedy ที่ไดรับเปน host professor ใหกับกุลฑลี เพื่อไปทำการวิเคราะหความสามารถของ แอนติบอดี











สารอะฟลาทอกซิน ซึ่งเปนสารพิษปนเปอนโมเลกุลเล็กจากเชื้อรา ที่เปนสารกอมะเร็งรายแรง และเปนปญหาตอ
ผลผลิตทางการเกษตรของประเทศไทย และประเทศอื่นๆ ที่อยูในสภาวะรอนชื้น ทั่วโลก โดยสามารถทำการคัดหา
แอนติบอดี สวน scFv ที่ีความสามารถสูงในการจับกับ อะฟลาทอกซิน จากคลังแอนติบอดี ของมนุษย ชื่อคลัง “ยา
โม ๑” ซึ่งเปนคลังที่ไดสรางขึ้นเองในหองปฏิบัติการของผูวิจัย  โดยแอนติบอดีที่คัดหามาไดนี้ มีศักยภาพในการนำ
ไปพัฒนาตอ ทั้งเพื่อการรักษา และการตรวจวิเคราะห  โดยในโครงการวิจัยนี้ ผูวิจัยไดแสดงถึงศักยภาพของการนำไป
ใชในการตรวจวิเคราะห การปนเปอน ดวยการนำแอนติบอดีที่คัดหามาได ไปพัฒนาใหมีคุณสมบัติเหมาะสมยิ่งขึ้น 
ดวยกระบวนการวิศวกรรมแอนติบอดี โดยการนำยีนของแอนติบอดีสวน scFv ที่ไดคัดหามาจากคลังยาโม ๑ ไป
เชื่อมตอกับยีนของเอนไซม อัลคาไล ฟอสฟาเทส แลวนำมาแสดงออกในระบบการผลิตโปรตีนของแบคทีเรีย อี 
โคไล เพื่อสรางใหเปนตัวตรวจสอบแบบสำเร็จในขั้นเดียว ที่สะดวกตอการนำไปใชในการตรวจวิเคราะห การปน
เปอนผลิตภัณฑทางการเกษตร  โดยจากการวิเคราะหคุณสมบัติ และประสิทธิภาพของ แอนติบอดี แบบ scFv-AP ที่
ไดพัฒนาขึ้นนั้นพบวา แอนติบอดีชนิด scFv-AP ที่ไดพัฒนาขึ้นมานี้ มีความไวในการตรวจวัดสาร อะฟลาทอกซิน 
มากกวาแบบ scFv เปลาๆ ถึง ๓ เทา นอกจากนั้นแลว ผลจากโครงการวิจัยนี้ยังไดแสดงใหเห็นวา คลังของ
แอนติบอดี ยาโม ๑ ที่ผูวิจัยไดพัฒนาขึ้นมานั้น มีคุณสมบัติเดนกวาคลังทั่วไป เพราะสามารถใชเปนแหลงในการคัด
หาแอนติบอดีตอสารปนเปอนโมเลกุลเล็กทางการเกษตรที่มีคุณสมบัติดี ซึ่งอาจเปนเพราะเปนคลังที่สรางขึ้นจาก
ตัวอยางที่เปนคนไทยในแถบจังหวัดนครราชสีมา ซึ่งมีอัตราเสี่ยงตอการบริโภคอาหารที่มี อะฟลาทอกซิน ปนเปอน
สูง จึงอาจมีแอนติบอดีตอสารนี้อยูมาก กวาคลังแอนติบอดีที่สรางขึ้นจากประชากรในแถบอื่น หรือแบบกึ่ง
สังเคราะห ผลสำเร็จจากโครงการวิจัยนี้ นอกจากจะเปนนวตกรรม ตางๆ ไดแก ยีน และ แอนติบอดีที่จำเพาะเจาะจง
ตอ  อะฟลาทอกซิน วิธีการในการคัดหาแอนติบอดีจากคลัง และรวมทั้งวิธีการทางวิศวกรรมแอนติบอดี  เพื่อพัฒนา
คุณสมบัติใหมีประสิทธิภาพดี ในการนำไปประยุกตใชในการตรวจวิเคราะหสารปนเปอนทางการเกษตร อื่นๆ ที่มี
ประสิทธิภาพสูง แลว ยังไดสรางองคความรูใหม ซึ่งสามารถนำไป ตีพิมพในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ ที่ตอง
ผานการประเมินโดยผูทรงคุณวุฒิอีกดวย  ซึ่งผลสำเร็จที่ไดทั้งหมดนี้ สามารถนำไปพัฒนาตอยอด ในการตรวจสอบ










!  A unique human phage display library was used to successfully generate a scFv to the highly 
carcinogenic toxin aflatoxin B1. Such an antibody has major potential applications in therapy and diagnostics. To 
further exploit its analytical capacity, the scFv was genetically fused to alkaline phosphatase, thereby generating 
a novel and highly sensitive self-indicating reagent. The performance of this reagent was further characterized, 
demonstrating its efficacy. The sensitivity of scFv-AP fusion was three-fold better than that of the scFv form. The 
ability of this human library to generate antibodies to a small hapten was clearly demonstrated and this is linked 
to its intrinsic diversity, which exceeds many existing conventional human libraries. Our results indicate that 
demography may influence the diversity of the repertoire of the library in terms of its capacity to generate 
antibodies to specific targets. Equally, the approach demonstrated should also be applicable for other haptens and 
larger antigens. This research project generated not only innovations on the development of novel method to 
detect agricultural contaminants, but also a novel body of knowledge that could be published in a rigorous peer-
review international journal. The outcome of this project could be future adapted for the research and 
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สุขภาพอนามัยของผูบริโภค  จึงมีผลกระทบตอเศรษฐกิจและสังคมโดยรวม  ดังนั้นจึงมีความจำเปนที่จะตองหาวิธีที่จะ
ตรวจสอบการปนเปอนเหลานี้ เพื่อปองกันไมใหมีผลผลิตที่เปนอันตรายตอสุขภาพ และมีแตเฉพาะผลผลิตที่มีคุณภาพ
มาตรฐาน เหมาะสมตอการบริโภคทั้งในประเทศ และเพื่อการสงออก 
) สารพิษที่ปนเปอนมากับผลผลิตทางการเกษตรนั้นสวนใหญเปนสารประกอบโมเลกุลเล็ก ซึ่งไดแกสารในกลุม ยา
ฆาเชื้อราและแมลง (pesticides) สารปองกันการเนาบูด (food preservative) ยาปฏิชีวนะ (antibiotics)  และสารพิษจากเชื้อรา 
(mycotoxins)  ในทางภูมิคุมกันวิทยา อาจเรียกสารประกอบเหลานี้วาเปน haptens (Janeway et al., 2005) วิธีการหลักที่ใชใน
การตรวจสอบและวิเคราะหสารปนเปอนเหลานี้มี 2 วิธีคือ ทางกายภาพและเคมี และทางชีวภาพ (International, 2006) วิธี
การทางกายภาพและเคมีนั้นสามารถทำการวิเคราะหไดอยางแนนอนและแมนยำทั้งในทางปริมาณและคุณภาพ (qualitative 
and quantitative)  และเปนที่ยอมรับตามระเบียบมาตรฐานสากล โดยใชหลักการวิเคราะหดวยการคัดแยกผานตัวกลาง 
(chromatography) เชน  HPLC (High Performance Liquid Chromatography), GC (Gas Chromatography),   และ TCL 
(Thin Layer chromatography)  การตรวจสอบโครงสรางโมเลกุลดวยเครื่อง  mass spectrometry  หรือใชหลักการทำปฏิกิริยา
เคมีที่จำเพาะเจาะจง เชน การทำปฏิกิริยากับ functional group ของ antibiotics, hormones, และสารพิษจากเชื้อราบางชนิด 
(Anderson, 1999; International, 2006; Oka et al., 1995) ขอจำกัดของวิธีทางกายภาพเหลานี้คือ มีคาใชจายสูง เพราะตองใช
เครื่องมือและอุปกรณที่มีความสลับซับซอน ราคาแพง รวมทั้งตองการบุคลากรที่มีความชำนาญ และในหลายกรณีตองใช
เวลานานในการเตรียมตัวอยางสารเพื่อการวิเคราะห ดังนั้นจึงไมเปนที่นิยมตอการใชในการตรวจวิเคราะหตามแหลง
ประกอบการทางการเกษตรโดยทั่วไป  วิธีการอีกวิธีหนึ่งที่เปนที่นิยมใชในการตรวจวิเคราะหสารปนเปอนทางการเกษตรคือ 
การใชวิธีการทางภูมิคุมกันวิทยา (immunology) ซึ่งเปนการใชเทคนิค ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)  ใน
การตรวจสอบ (Schneider et al., 2004; van Amerongen et al., 2005; Zheng et al., 2006) วิธีการนี้เปนที่นิยมเพราะสามารถ
ทำการตรวจสอบไดงายและรวดเร็ว ไมตองการใชเครื่องมือที่มีความยุงยาก และยังสามารถใชในการวิเคราะหหาปริมาณได
ดวย เหมาะแกการใชในการตรวจสอบเพื่อควบคุมคุณภาพผลผลิตจำนวนมากในแหลงประกอบการตางๆ   หลักการสำคัญที่
จะตองใชในการตรวจสอบแบบ ELISA นี้คือ จะตองมีสารแอนติบอดี (antibody) ที่มีความจำเพาะเจาะจงอยางสูงและ
สามารถจับไดดีกับสารที่ตองการตรวจสอบ  ในปจจุบันสามารถเตรียมแอนติบอดีที่มีความจำเพาะเจาะจงเหลานี้ไดจากการ
ฉีดสารพิษโมเลกุลเล็กที่ถูกเชื่อมกับโปรตีนนำสงเชน BSA (bovine serum albumin)  (BSA-conjugated haptens) เขาไปใน
สัตวเชน แกะ, กระตาย , หนู  เพื่อกระตุนระบบภูมิคุมกันในสัตวเหลานี้ใหสราง antibody ตอ hapten จากนั้นจึงทำการสกัด
แยก polyclonal antibody ที่มีความจำเพาะตอ hapten นั้น  ๆออกมาจาก serum หรือนำมาเขาสูกระบวนการทางชีววิทยาเพื่อ
สรางเปน monoclonal antibody ตอไป (Abbas et al., 2005; Janeway et al., 2005) ในกรณีของการผลิตเปน polyclonal 
antibody นั้นมีขอดีคือ มักจะได antibody ที่มีความสามารถในการจับกับ haptens ไดอยางดีและเฉพาะเจาะจง สามารถนำไป
พัฒนาเปนชุดตรวจสอบที่มีความนาเชื่อถือและแมนยำสูง และใชไดทั้งการวิเคราะหในเชิงปริมาณและคุณภาพ  แตมีขอ
จำกัดที่สำคัญคือวิธีการเตรียมคอนขางยุงยาก และมีปริมาณจำกัด เมื่อใชหมดแลวจะตองทำการฉีดกระตุนสัตวทดลองใหม 
แตเนื่องจากในการฉีดกระตุนสัตวแตละครั้งนั้นจะผลิตไดเปน polyclonal antibody  ที่มีคุณสมบัติแตกตางกันไปในแตละ
ครั้ง (lot) จึงทำใหตองเสียเวลาทำการตรวจสอบคุณสมบัติเบื้องตนเพื่อในการใชเปนสารตรวจสอบใหม รวมทั้งอาจทำให
มาตรฐานของชุดตรวจสอบแตละ lot ไมเทากัน  นอกจากนั้นแลวยังทำใหคาใชจายในการผลิตชุดตรวจสอบตอหนวยสูงดวย 
สวนวิธีการที่ใช monoclonal antibody เปนตัวตรวจสอบนั้นมีขอดีคือ monoclonal antibody ที่สรางขึ้นมาไดนั้นสามารถนำ









ความจำเพาะเจาะจงสูงและจับไดดีเพียงพอ โดยเฉพาะในกรณีที่สารที่ตองการตรวจสอบเปน haptens คือ มีขนาดโมโลกุล
เล็ก  นอกจากนั้นแลววิธีการในการผลิตใหไดเปน monoclonal antibody นั้นยังมีความยุงยากมากและตองใชคาใชจายสูง 
เพราะตองเกี่ยวของกับการเพาะเลี้ยงหนูทดลอง และเซลลของสัตวในสภาวะปลอดเชื้อที่ตองใชสารเคมีและครุภัณฑที่มี
ราคาแพง
) วิธีการใหมที่กำลังไดรับความสนใจในการนำมาประยุกตใชในการผลิต antibody คือการใชเทคโนโลยีฟาจ (phage 
display technology) (Smothers et al., 2002)  เพราะสามารถใชในการสราง antibody ที่มีความจำเพาะเจาะจงสูงและจับไดดี
กับสารหลายประเภท ภายในเวลาอันรวดเร็ว และสามารถผลิตไดไมจำกัดโดยวิธีการที่ไมยุงยาก และเสียคาใชจายนอยกวา
การผลิต monoclonal antibody มาก  เพราะใชหลักการบมแบคทีเรียในถังหมักแลวทำการสกัดใหบริสุทธิ์เหมือนการผลิต 
recombinant protein โดยทั่วไป  ดังนั้นจึงมีการคาดการณวาในอนาคตเทคโนโลยีนี้จะเขามาทดแทนวิธีการผลิต antibody 
แบบดั้งเดิมทั้งสองแบบที่กลาวมาขางตน (Hoogenboom et al., 1998; Laurino et al., 1999; McCafferty et al., 1990; 
Rapley, 1995)  อยางไรก็ตามถึงแมในระยะยาวจะสามารถประยุกตใชเทคโนโลยีนี้ในการผลิต antibody ตอสารปนเปอน
ทางการเกษตรชนิดตางๆไดอยางมีประสิทธิภาพและประหยัด  แตในขั้นตนนั้นจะตองมีการจัดตั้งหองปฏิบัติการวิจัยที่มี
ประสิทธิภาพและมีความชำนาญในการประยุกตใชเทคโนโลยีนี ้ รวมทั้งจะตองมีคลังของฟาจที่มีคุณภาพดี เพื่อใชเปนแหลง
ในการคัดหา antibody ที่มีความจำเพาะเจาะจงตอสารพิษตางๆได  โดยเฉพาะอยางยิ่งในการคัดหา antibody ตอสารพิษ
จำพวก haptens ที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก (Persson et al., 2006) ซึ่งยากตอการคัดหา antibody ที่มีความเจาะจงและมีความ
สามารถในการจับที่ด ี  อยางไรก็ตามเมื่อสามารถพัฒนาคลังของฟาจและวิธีการคัดหาและตรวจสอบคุณลักษะของ antibody 
ที่มีประสิทธิภาพแลว ในระยะยาวจะสามารถประยุกตใชเทคโนโลยีนี้ในการผลิต antibody  ที่มีคุณสมบัติเหมาะสมเพื่อใช
เปนตนแบบในการพัฒนาใหเปนชุดตรวจสอบสารปนเปอนทางการเกษตรที่มีความสำคัญที่มีประสิทธิภาพสูงตอไป  รวม
ทั้งยังอาจพัฒนาเปน antibody เพื่อใชในการรักษาภาวะผิดปกติที่เกิดจากผลของสารพิษ (anti-dote, therapeutic antibody) 
(Humphreys and Glover, 2001) หรือพัฒนาเปน biosensors ไดดวย (Krska et al., 2005)
วัตถุประสงค 
เพื่อประยุกตใชเทคโนโลยีฟาจในการผลิตตัวตรวจสอบที่มีความไว และราคาถูก เพื่อใชในการตรวจสอบ อะฟลาทอก
ซิน ซึ่งเปนสารปนเปอนทางการเกษตรที่เปนสารโมเลกุลเล็ก (hapten) เพื่อเปนแนวทางใหมในการพัฒนามาตราฐานสินคา
เกษตรใหปลอดภัยตอผูบริโภคและเพื่อการสงออก  แบงเปนหัวขอยอยไดดังนี้
1 เพื่อศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการประยุกตใชเทคโนโลยีฟาจในการคัดหา antibody ตอ hapten (Aflatoxin) ซึ่ง
เปนสารพิษที่ปนเปอนผลิตผลทางการเกษตร
2 เพื่อศึกษาลำดับกรดอะมิโนของ antibody ชนิด ScFv ที่มีความสามารถในการจับกับ hapten ไดอยางเฉพาะเจาะจง












สาร haptens โดยใชสาร Aflatoxin ซึ่งเปนสารพิษจากเชื้อรา (mycotoxin)  เปนตัวแทนสารประเภท hapten เพราะเปนสารซึ่ง
ปนเปอนมากในธัญพืชที่เปนอาหารของทั้งคนและสัตว เพื่อเปนตนแบบในการประยุกตใชเทคโนโลยีนี้กับสารอื่นๆตอไป 
โดยในการคัดหา (select) antibody นั้นจะใชคลังของฟาจที่ไดสรางขึ้นเองในหองปฏิบัติการของผูวิจัยหลัก และจากตาง
ประเทศ (Cambridge Antibody Technology, CAT)  เปนแหลงในการคัดหา   ซึ่ง antibody จากคลังที่จะใชนี้มีโครงสรางเปน 
ScFv โดยในโครงการวิจัยนี้จะไดทำการพัฒนาวิธีการในการคัดหาฟาจที่เหมาะสม และมีประสิทธิภาพสูงที่สุด  จากนั้นจะได
ทำการผลิตใหเปนโมเลกุล ScFv ที่มีความเหมาะสม เพื่อใชเปนตนแบบในการพัฒนาเปนสารตรวจสอบ หรือสารที่ใชในการ
รักษาตอไป  โดยหลังจากที่สามารถคัดหาฟาจที่แสดง ScFv ที่มีความจำเพาะเจาะจงแลว จะไดทำการผลิตใหไดเปนเฉพาะ
สวน ScFv antibody โดยการนำไปสรางจากแบคทีเรีย E. coli ที่เหมาะสม  รวมทั้งจะไดสรางเปนโมเลกุลของ ScFv antibody 
ที่เชื่อมอยูกับ enzyme Alkaline phosphatase (AP)  และ 6xHistidine หรือ ScFv-AP-6xHis conjugate ดวย  โดยจะไดทำการ
ตรวจสอบความสามารถของ antibody ในการจับกับสารพิษดวยเทคนิค ELISA  ทั้งความไวในการจับ (sensitivity) และ
ความจำเพาะเจาะจง (cross-reactivity) นอกจากนั้นแลวยังจะไดทำการศึกษาโครงสรางของโมเลกุล ScFv ที่ผลิตขึ้นมาได 
โดยเฉพาะในสวน hyper-variable regions หรือ complementarity-determining regions (CDRs) ที่มีหนาที่ในการจับกับ 
antigen เพื่อความเขาใจในหลักการมีอันตรกริยา (interaction) ระหวาง antigen-antibody  โดยจะทำการศึกษาจากการ
วิเคราะหลำดับเบสของ DNA ที่ควบคุมการสรางชิ้น ScFv ดวยวิธีการทาง bioinformatics
ทฤษฎี  สมมติฐาน  และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย (Conceptual Framework) 
) Antibody คือ สารที่ผลิตโดยระบบภูมิคุมกันของสิ่งมีชีวิตที่มีความสามารถในการจับกับ antigen หลากหลายชนิด
ไดอยางเฉพาะเจาะจง  โดยสวนของ antibody ที่มีหนาที่ในการจับ (antigen binding site) นี้อยูตรงสวนปลายของโมเลกุล ที่
ประกอบดวยสวน heavy และ light chain ประกอบดวย 6 hypervariable loops เชื่อมตอกันดวย beta-sheet ใหเกิดเปนพื้นผิว
ที่มีความเหมาะสมในการจับกับ antigen ตางๆไดอยางเหมาะสม  โดยทั้งรูปราง และ functional group ของ amino acids ที่
ประกอบกันเปนพื้นผิว antigen binding site นี้ จะเปนตัวกำหนดความจำเพาะเจาะจงในการจับกับ antigen ชนิดตางๆ 
(Janeway et al., 2005) โดยสมมติฐานของโครงการวิจัยนี้คือ เราสามารถแบงประเภทของพื้นผิวของ antigen binding site ได
ออกเปน 3 ประเภท ตามขนาดของ antigen ไดแก 1) พื้นผิวแบบ planar สำหรับ antigen ขนาดใหญ เชน protein  2) พื้นผิว
แบบ groove สำหรับ  antigen ขนาดกลาง เชน peptide หรือ carbohydrate และ 3) พื้นผิวแบบ cavity สำหรับ antigen ขนาด
เล็ก เชน hapten  ดังนั้นโครงสรางของ antibody ที่สามารถจับกับ hapten อยางเฉพาะเจาะจงนั้นนาจะมีพื้นผิวที่เปน cavity 
จากสมมติฐานนี้จึงอาจอธิบายไดวาในทำไมบางครั้งจึงมีปญหาในการผลิตใหไดเปน antibody ที่มีความไวและความจำเพาะ
เจาะจงในการใชเปนสารตรวจสอบการปนเปอนของสารประเภท haptens ได  ทั้งนี้เปนเพราะในการเตรียม antibody โดย
การฉีด hapten เพื่อไปกระตุนสาร antibody ในสัตวทดลองนั้น ตองทำการเชื่อม hapten กับโปรตีนนำสง (carrier)  กอน เรียก
วา conjugated antibody  ดังนั้น antibody ที่สัตวสรางขึ้นจึงมักจะจับกับ ทั้ง สวน hapten และสวนของ carrier  ซึ่งมีขนาด
กวาง  และเขากันไดดีกับพื้นผิวแบบ planar หรือ groove  เมื่อนำ antibody เหลานี้มาใชตรวจวัด haptens ที่เปนโมเลกุลอิสระ
ที่ปนเปอนอยูในผลิตผลทางการเกษตรจริง จึงเกิดปญหาคือไมสามารถจับไดดีพอ  เพราะสาร hapten โมเลกุลอิสระมีขนาด
เล็กกวามาก (Persson et al., 2006; Yau et al., 2003)  ซึ่งปญหาเหลานี้สามารถแกไดโดยใชเทคโนโลยีฟาจ เพราะใชหลักการ
ในการคัดหา antibody ที่แตกตางออกไปคือใชการคัดหาความสามารถในการมีอันตรกริยา (affinity selection) ในหลอด
ทดลองโดยไมตองพึ่งระบบภูมิคุมกันของสัตว  นอกจากนั้นแลวยังสามารถใชเทคนิคทางอณูชีววิทยา เชน DNA shuffling 









) ความหลากหลาย (diversity) ของโมเลกุล antibody ที่มีความสามารถในการจับกับ antigen ไดอยางมากมายนั้นเกิด
ขึ้นในธรรมชาติจากการจัดเรียงและเชื่อมตอของสวนของยีนที่มีหนาที่สรางโมเลกุล antibody (immunoglobulin genes) 
อยางสลับซับซอนในเม็ดเลือดขาว ซึ่งไดแก ความหลากหลาย (combinatorial diversity) จากการเชื่อมตอ (rearrangement) 
ของยีนสวน  V (D) J ของทั้ง heavy และ light chains  ความหลากหลายตรงรอยตอ (junctional diversity) และการกลาย
พันธุในสวนของ V gene (somatic mutations) ในระหวางการพัฒนาของ  B cell (B cell maturation) ซึ่งในทางทฤษฎีแลวจะ
สามารถมีความหลากหลายไดถึง 109-1010 (Abbas et al., 2005)  จากความรูเกี่ยวกับกลไกการสรางโมเลกุล antibody ที่มี
ความหลายในธรรมชาตินี้เองจึงทำใหเราสามารถสรางคลังของ antibody ที่มีความหลากหลายสูงได โดยการสกัดเอา mRNA 
จากเม็ดเลือดขาวที่เปน mature lymphocyte และมียีนที่ควบคุมการสราง antibody ที่มีคุณสมบัติตางๆกันมาแสดงบนโปรตีน
บนผิวฟาจ จากนั้นจึงทำการคัดหาฟาจที่แสดง antibody ที่สามารถจับกับ antigen ที่ตองการไดอยางเฉพาะเจาะจงโดยใชวิธี
การคัดหาความสามารถในการจับกันระหวาง antigen และ antibody (affinity selection) ในหองทดลอง  ซึ่งคลังของฟาจที่
จะนำมาใชจะมี antibody ที่มีพื้นผิวคลอบคลุมทั้ง 3 แบบ 
) จากทฤษฎ ีและสมมุติฐานดังกลาวขางตน จึงมีความนาจะเปนไปไดสูงวาจะสามารถประยุกตใชเทคโนโลยีนี้ในการ
ผลิต antibody ที่มีความจำเพาะเจาะจงสูงตอสารปนเปอนทางการเกษตร  ซึ่งจะสามารถพัฒนาตอยอดไปเปนชุดตรวจสอบ
ทางการเกษตรไดตอไป
วิธีการดำเนินการวิจัย
) วิธีการที่จะใชในการคัดหาแอนติบอดีนั้น จะใชวิธีการคัดเลือกจากความสามารถในการมีอันตรกริยา (affinity 
selection) ของฟาจ โดยวิธีการ bio-panning มาตรฐานที่ใชในเทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจทั่วไป (Kay et al., 1996; 
O'Brien and Aitken, 2002)  โดยจะทำการทดลองคัดเลือกทั้งบนจาน ELISA และ immuno-tube ที่อุณหภูมิ 4°C, 30°C, และ 
37°C โดยจะทำการคัดเลือกประมาณ 1-3 รอบ เพื่อใหไดแอนติบอดีจากฟาจประมาณ 10-40 ชนิด  โดยจะใช conjugated 
haptens ที่สามารถซื้อได จากบริษัท เชน Sigma  สวนการ elute นอกจากจะทำการ elute โดยวิธีการมาตรฐานแลว ยังจะ
ทำการ elute โดยใช free haptens ดวย เพราะมีรายงานวาการ elute ดวยวิธีนี้จะทำใหได antibody ที่มีคุณสมบัติเหมาะสมกวา
ในการนำไปพัฒนาเปนชุดตรวจสอบ (Moghaddam et al., 2001)   โดยจะใชวิธีการ ELISA เปนวิธีการในการตรวจสอบ
คุณสมบัติการมีอันตรกริยา (affinity และ specificity)   โดยจะทดสอบความสามารถในการจับของ antibody ใน 3 รูปแบบ 
คือ 1)  antibody ที่อยูบนผิวฟาจ  2) ชิ้น free ScFv ซึ่งสามารถผลิตไดโดยการนำฟาจไป infect E.coli strain HB2151 (Kay et 
al., 1996; O'Brien and Aitken, 2002)  และ 3) ScFv ที่เชื่อมอยูกับ Alkaline phosphatase และ  6xHistidine  (ScFv-AP6xHis) 
เพื่อประโยชนในการใชเปนตัวตรวจที่สะดวก (Yamabhai and Kay, 1997) และงายตอการสกัดแยกใหบริสุทธิ์ตอไปดวยวิธี
การ affinity chromatography (QIAexpress™, Qiagen, Germany) 
) การตรวจสอบโดยวิธีการ ELISA เพื่อวิเคราะหคุณสมบัติของ antibody ที่ไดพัฒนาขึ้นวามีความเหมาะสมในการที่
จะพัฒนาตอยอดไปเพื่อผลิตชุดตรวจสอบหรือไมนั้น จะทำการตรวจสอบทั้ง ก) ความจำเพาะเจาะจง (cross reactivity) และ 
ข) ความไวในการจับ (sensitivity)   โดยวิธี Direct Competitive ELISA, Indirect Competitive ELISA, หรือ Sandwich 
ELISA แลวแตความเหมาะสม (Gee et al., 1996)  โดยจะทำการเปรียบเทียบคุณสมบัติเหลานี้กับ polyclonal และ 
monoclonal antibody ที่เตรียมไดจากวิธีมาตรฐานดั้งเดิมดวย (conventional method) 
) นอกจากกิจกรรมดังกลาวขางตน  โครงการวิจัยนี้จะไดทำการศึกษาความสัมพันธระหวางโครงสรางและหนาที่ 









การหาลำดับเบสของ DNA ที่ทำหนาที่สรางชิ้น  ScFv  โดยจะทำการสกัด DNA แลวสงไปวิเคราะหสำดับเบสที่บริษัท 
Macrogen ประเทศเกาหลี  จากนั้นจะไดนำขอมูลนี้มาใชในการวิเคราะหโครงสรางของ antibody ตอไป โดยใช software ทาง 
bioinformatics ทั่วไปที่หาไดจากฐานขอมูลทาง internet เชน  NCBI, EXPASY รวมทั้งโดย software สำหรับการศึกษา
โครงสรางของ antibody โดยเฉพาะคือ program WAM (Whitelegg and Rees, 2000)











การทบทวนวรรณกรรม (reviewed literature) / สารสนเทศ (information) ที่เกี่ยวของ
การผลิต antibody ดวยเทคโนโลยีฟาจ
) เทคโนโลยีฟาจเปนเทคโนโลยีที่ไดรับความสนใจ และไดรับการพัฒนาเปนอยางยิ่งในชวงเวลา 10 กวาปที่ผานมานี้  
ทั้งนี้เปนเพราะเทคโนโลยีนี้มีขอเดนที่สำคัญคือสามารถคัดเลือกไดทั้งยีน และโปรตีนจากยีนนั้น ที่มีความสามารถในการมี
อันตรกริยา (interaction)  ที่ตองการไดอยางเฉพาะเจาะจง  โดยใชวิธีการคัดเลือกความสามารถในการจับกับสารเปาหมาย 
(target) ที่สะดวกและรวดเร็ว ภายในหองทดลอง  (in vitro) (Smith, 1985) โปรตีนที่กลาวมานี้อาจเปนเปบไทด (peptide) 
เสนสั้นๆ หรือโปรตีนขนาดตางๆกันตั้งแตความยาว 10-500 กรดอะมิโน รวมทั้งแอนติบอดีประเภทตาง  ๆ (Kay et al., 1996) 
ดังนั้นจึงพบวาไดมีการประยุกตใชเทคโนโลยีนี้ในการศึกษาการมีอันตรกริยาระหวางโปรตีนหลายประเภท เชน การจับกัน
ของเปบไทดกับโปรตีนโดเมนชนิดตาง  ๆ หรือการใชเปนแหลงคลังของ cDNA เพื่อใชในการคัดหาโปรตีนที่มีความสามารถ
ในการจับกับโปรตีนที่ตองการศึกษา (Rodi et al., 2002)  คลังของฟาจที่แสดงเปบไทดเสนสั้นๆยังถูกใชเปนแหลงในการหา
ตัวกระตุนหรือยับยั้งการทำงานของเอ็นไซม เปบไทดเสนสั้นๆที่มีความเฉพาะเจาะจงสูงเหลานี้สามารถนำไปใชเปนตัว
ตนแบบในการพัฒนายา (drug lead) ตอไปได (Kay and Hamilton, 2001; Kay et al., 2001)
) การใหความสนใจที่จะนำเทคโนโลยีฟาจมาใชเปนแหลงในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีนั้นไดัเริ่มตนขึ้นตั้งแต
ป 2533 (McCafferty et al., 1990) โดยในขั้นแรกเปนการสรางคลังของแอนติบอดีจากสัตวที่ไดรับการกระตุนดวยแอนติเจน
แลว  โดยทำการแสดงเฉพาะสวนของแอนติบอดีที่มีหนาที่ในการจับคือ สวน Fab (Chang et al., 1991; Garrard et al., 1991; 
Hoogenboom et al., 1991) หรือสรางเปนแอนติบอดีเสนเดี่ยวที่มีเฉพาะสวนที่มีหนาที่ในการจับ (scFv) (McCafferty et al., 
1990)  แอนติบอดีเหลานี้จะถูกแสดงออกบนโปรตีนที่ปกคลุมบนผิวฟาจไดหลายรูปแบบ เชนโปรตีนปกคลุมชนิดรอง 
(pIII) หรือชนิดหลัก (pVIII)   พบวามีความสำเร็จจากการใชคลังเหลานี้ในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแอนติเจน






และไดรับความสนใจเปนอยางสูง ทั้งในงานวิจัยขั้นพื้นฐาน และการประยุกตใชในอุตสาหกรรมการผลิตยา เริ่มตนในเวลา 2 
ปตอมา เมื่อนักวิทยาศาสตรสามารถสรางคลังของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากสัตวที่ไมไดรับการกระตุนภูมิคุมกันมากอน




ความสามารถในการจับ (affinity, ในชวง 1-200 nM) และมีความจำเพาะเจาะจง (specificity) สูงเทากับโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่สรางจาก hybridoma (Winter et al., 1994)
) ถึงแมวาการสรางคลังของฟาจที่แสดงโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากสัตวที่ไมไดรับการกระตุนภูมิคุมกันมากอนนี้
จะสามารถใชสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีไดหลากหลาย และไดรับความสนใจเปนอันมาก  (Dall'Acqua and Carter, 1998; 









ใหญมาก คือประกอบไปดวยแอนติบอดีประมาณ 109-11 ชนิดอยูดวยกัน (Griffiths et al., 1994; Vaughan et al., 1996)   ชนิด
ในที่นี้หมายถึงลักษณะของสวนที่ทำหนาที่จับกับแอนติเจน (binding site) ที่แตกตางกัน  คลังที่ใชกันอยูในปจจุบันนั้นมี
หลายประเภท  โดยแตละคลังก็มีความแตกตางกันในดานตาง  ๆ เชน ความแตกตางในชนิดของโปรตีนปกคลุมผิวที่ใชแสดง
แอนติบอด ี (pIII หรือ pVIII)   แหลงที่มาของ RNA ที่จะใชเปนตนแบบในการสราง  โครงสรางของแอนติบอดีที่ใชแสดง 
(แบบ Fab หรือ ScFv)   ชนิดของพลาสมิดที่ใชในการสรางคลัง  (plasmid หรือ phagemid)   พันธุ (strain) ของแบคทีเรียที่ใช
ในการเลี้ยงฟาจ  หรือขั้นตอนการตัดตอยีนเขาไปในตัวฟาจ  ทั้งนี้นักวิจัยกลุมใดจะใชวิธีการไหนนั้นขึ้นอยูกับความชำนาญ 
ประสบการณ และวัสดุที่มีอยู   นอกจากนั้นแลวในปจจุบันยังมีความพยายามในการสรางคลังจากเสนดีเอ็นเอสังเคราะหอีก
ดวย (synthetic oligonucleotide) (Barbas et al., 1992; Hoogenboom et al., 1991) คลังชนิดนี้จะมีประโยชนสูงในงานวิจัยที่
ใชหุนยนตทำงาน เชน ในการวิจัยที่เกี่ยวกับ proteomics (Lueking et al., 1999).
) เทคนิคอีกชนิดหนึ่งที่เปนที่นิยมในการสรางแอนติบอดีใหมีคุณภาพสูงคือมีความจำเพาะเจาะจง และความสามารถ
ในการจับสูง (high specificity และ affinity)  คือการนำแอนติบอดีที่คัดไดจากคลังมาพัฒนาใหเปนโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ที่มีคุณภาพดีขึ้น (maturation)  โดยใชหลักการกำกับวิวัฒนาการ (directed evolution) (Hoogenboom, 1997) ดวยเทคนิค
ตาง  ๆเชน  การทำใหเกิดการกลายพันธุอยางสุมดวยเทคนิคทาง  PCR ที่มีความแมนยำต่ำ (error prone PCR) หรือการใช
เทคโนโลยีการสลับสับเปลี่ยนดีเอ็นเอ (DNA shuffling)  (Crameri et al., 1996) การปรับปรุงคุณภาพดวยวิธีนี ้โดยเฉพาะ
อยางยิ่งโดยการสลับสับเปลี่ยนดีเอ็นเอ พบวามีประสิทธิภาพดีในการสรางแอนติบอดีที่มีความสามารถในการจับสูงมากขึ้น
กวาเดิมหลายเทา  ตัวอยางเชน พบวาสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการจับของแอนติบอดีชนิดหนึ่งไดถึง 10 เทา  ทำใหได
โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความสามารถในการจับสูงถึง 1011 M-1 ซึ่งสูงกวาคาที่จะไดจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิต
ดวยวิธีการเดิม (คือ 1010 M-1  )  (Schier et al., 1996; Yang et al., 1995)  นอกจากการปรับปรุงคุณภาพในการจับแลว ยัง
สามารถใชเทคโนโลยีนี้ในการปรับปรุงคุณสมบัติอื่นๆตามวัตถุประสงคของการใชงาน เชน ความสามารถในการทำงาน 
(function) ตาง  ๆเชน การกระตุนการสงสัญญาณภายในเซลล (cell signaling) (Mani et al., 1998; Poul et al., 2000) หรือการ
ใชเปนตัวกระตุนหรือตัวยับยั้ง (agonist หรือ antagonist)  โปรตีนหรือเอนไซมตางๆในเซลล (Xie et al., 1997) นอกจากนั้น
แลวยังใชในการคัดเลือกแอนติบอดีที่ทนตอสภาวะบางอยาง เชน สภาวะกรด ดาง หรือทนตอเอ็นไซมที่ยอยโปรตีน 
(proteinase) (Yang et al., 1995) หรือที่สภาวะ reducing (Proba et al., 1998)   รวมทั้งการปรับปรุงใหมีคุณสมบัติเหมาะ
สมในการใชเปนยารักษาโรค (therapeutic use)  (Clark, 2000; Gavilondo and Larrick, 2000; Merluzzi et al., 2000) หรือติด
ฉลาก (tag) (Carter and Merchant, 1997; Hughes-Jones et al., 1994; Huston and George, 2001; Wu and Yazaki, 2000; 
Zamora et al., 1994)  เพื่อประยุกตใชในงานวิจัยดานตางๆ
) จากขอมูลทั้งหมดที่กลาวมาขางตน จะเห็นไดชัดเจนวาการประยุกตใชเทคโนโลยีฟาจเพื่อการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีนั้นมีประโยชนมาก ดังจะไดสรุปไวเปนขอๆดังนี้
1. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยเทคโนโลยีฟาจ สะดวก และประหยัดกวาการใชเทคนิคดั้งเดิม เพราะใชเวลานอย
กวา  ใชเงินนอยกวา ใชแรงงานและความชำนาญนอยกวา  และขอสำคัญคือไมตองใชสัตวทดลอง
2. สามารถใชกับแอนติเจนไดหลากหลายชนิดกวา เพราะสามารถใชกับแอนติเจนที่เปนพิษตอสัตว แอนติเจนที่คลายกับ
โปรตีนในสัตวทดลอง หรืออาจใชเซลลทั้งเซลลเปนแอนติเจนก็ได  นอกจากนั้นแลวยังสามารถใชกับแอนติเจนที่ไม
สามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันของสัตวได (nonimmunogenic antigen)
3. สามารถใชในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอแอนติเจนจำนวนมาก ซึ่งมีความสำคัญเปนอยางยิ่งในงานดาน 
proteomics ในปจจุบัน










5. สามารถปรับปรุงใหมีคุณสมบัติเปลี่ยนไปตามตองการ เชน มีความสามารถในการจับ หรือความจำเพาะเจาะจงสูงขึ้น 
หรือทนตอสภาวะตางๆ
6. สามารถนำไปผลิตเปนจำนวนมากไดงาย ดวยเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโดยทั่วไป เพื่อใชในการผลิตในระดับ
อุตสาหกรรม
การตรวจสอบสารปนเปอนทางการเกษตรโดยวิธีการ ELISA
) สารพิษที่ปนเปอนมากับผลผลิตทางการเกษตรนั้นสวนใหญเปนสารประกอบโมเลกุลเล็ก ซึ่งไดแกสารในกลุม ยา
ฆาเชื้อราและแมลง (pesticides) สารปองกันการเนาบูด (food preservative) ยาปฏิชีวนะ (antibiotics)  และสารพิษจากเชื้อรา 
(mycotoxins)  ในทางภูมิคุมกันวิทยา อาจเรียกสารประกอบเหลานี้วาเปน haptens (Janeway et al., 2005) วิธีการหลักที่ใชใน
การตรวจสอบและวิเคราะหสารปนเปอนเหลานี้มี 2 วิธีคือ ทางกายภาพและเคมี และทางชีวภาพ (International, 2006) วิธี
การทางกายภาพและเคมีนั้นสามารถทำการวิเคราะหไดอยางแนนอนและแมนยำทั้งในทางปริมาณและคุณภาพ (qualitative 
and quantitative)  และเปนที่ยอมรับตามระเบียบมาตรฐานสากล โดยใชหลักการวิเคราะหดวยการคัดแยกผานตัวกลาง 
(chromatography) เชน  HPLC (High Performance Liquid Chromatography), GC (Gas Chromatography),   และ TCL 
(Thin Layer chromatography)  การตรวจสอบโครงสรางโมเลกุลดวยเครื่อง  mass spectrometry  หรือใชหลักการทำปฏิกิริยา
เคมีที่จำเพาะเจาะจง เชน การทำปฏิกิริยากับ functional group ของ antibiotics, hormones, และสารพิษจากเชื้อราบางชนิด 
(Anderson, 1999; International, 2006; Oka et al., 1995) ขอจำกัดของวิธีทางกายภาพเหลานี้คือ มีคาใชจายสูง เพราะตองใช
เครื่องมือและอุปกรณที่มีความสลับซับซอน ราคาแพง รวมทั้งตองการบุคลากรที่มีความชำนาญ และในหลายกรณีตองใช
เวลานานในการเตรียมตัวอยางสารเพื่อการวิเคราะห ดังนั้นจึงไมเปนที่นิยมตอการใชในการตรวจวิเคราะหตามแหลง
ประกอบการทางการเกษตรโดยทั่วไป  วิธีการอีกวิธีหนึ่งที่เปนที่นิยมใชในการตรวจวิเคราะหสารปนเปอนทางการเกษตรคือ 
การใชวิธีการทางภูมิคุมกันวิทยา (immunology) ซึ่งเปนการใชเทคนิค ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)  ใน
การตรวจสอบ (Schneider et al., 2004; van Amerongen et al., 2005; Zheng et al., 2006) วิธีการนี้เปนที่นิยมเพราะสามารถ
ทำการตรวจสอบไดงายและรวดเร็ว ไมตองการใชเครื่องมือที่มีความยุงยาก และยังสามารถใชในการวิเคราะหหาปริมาณได
ดวย เหมาะแกการใชในการตรวจสอบเพื่อควบคุมคุณภาพผลผลิตจำนวนมากในแหลงประกอบการตางๆ  หลักการสำคัญที่
จะตองใชในการตรวจสอบแบบ ELISA นี้คือ จะตองมีสารแอนติบอดี (antibody) ที่มีความจำเพาะเจาะจงอยางสูงและ
สามารถจับไดดีกับสารที่ตองการตรวจสอบ  ในปจจุบันสามารถเตรียมแอนติบอดีที่มีความจำเพาะเจาะจงเหลานี้ไดจากการ
ฉีดสารพิษโมเลกุลเล็กที่ถูกเชื่อมกับโปรตีนนำสงเชน BSA (bovine serum albumin)  (BSA-conjugated haptens) เขาไปใน
สัตวเชน แกะ, กระตาย , หนู  เพื่อกระตุนระบบภูมิคุมกันในสัตวเหลานี้ใหสราง antibody ตอ hapten จากนั้นจึงทำการสกัด
แยก polyclonal antibody ที่มีความจำเพาะตอ hapten นั้น  ๆออกมาจาก serum หรือนำมาเขาสูกระบวนการทางชีววิทยาเพื่อ
สรางเปน monoclonal antibody ตอไป (Abbas et al., 2005; Janeway et al., 2005) ในกรณีของการผลิตเปน polyclonal 
antibody นั้นมีขอดีคือ มักจะได antibody ที่มีความสามารถในการจับกับ haptens ไดอยางดีและเฉพาะเจาะจง สามารถนำไป
พัฒนาเปนชุดตรวจสอบที่มีความนาเชื่อถือและแมนยำสูง และใชไดทั้งการวิเคราะหในเชิงปริมาณและคุณภาพ  แตมีขอ
จำกัดที่สำคัญคือ วิธีการเตรียมคอนขางยุงยาก และมีปริมาณจำกัด เมื่อใชหมดแลวจะตองทำการฉีดกระตุนสัตวทดลองใหม 
แตเนื่องจากในการฉีดกระตุนสัตวแตละครั้งนั้นจะผลิตไดเปน polyclonal antibody  ที่มีคุณสมบัติแตกตางกันไปในแตละ
ครั้ง (lot) จึงทำใหตองเสียเวลาทำการตรวจสอบคุณสมบัติเบื้องตนเพื่อในการใชเปนสารตรวจสอบใหม รวมทั้งอาจทำให
มาตรฐานของชุดตรวจสอบแตละ lot ไมเทากัน  นอกจากนั้นแลวยังทำใหคาใชจายในการผลิตชุดตรวจสอบตอหนวยสูงดวย 
สวนวิธีการที่ใช monoclonal antibody เปนตัวตรวจสอบนั้นมีขอดีคือ monoclonal antibody ที่สรางขึ้นมาไดนั้นสามารถนำ
มาผลิตไดโดยไมจำกัด โดยไมจำเปนตองทำการฉีดกระตุนสัตวทดลองอีก  แตขอเสียของวิธีการนี้คือมักได antibody ที่ไมมี
ความจำเพาะเจาะจงสูงและจับไดดีเพียงพอ โดยเฉพาะในกรณีที่สารที่ตองการตรวจสอบเปน haptens คือมีขนาดโมโลกุลเล็ก 











) สวนวิธีการตรวจสอบทางชีวภาพ อยางอื่นเชนการทดสอบความเปนพิษในสิ่งมีชีวิต หรือการยับยั้งการทำงานของ
เอนไซมนั้นไมเปนที่นิยมเพราะมีความจำเพาะเจาะจงต่ำ  ใชเวลานานในการวิเคราะหและไมสามารถใชในการวิเคราะหเชิง
ปริมาณได 
) ในปจจุบัน มีบริษัทที่ผลิตชุดตรวจการปนเปอนของสารพิษ haptens ทางการเกษตรในตางประเทศอยูมากพอ
สมควร สวนใหญเปนบริษัทใน ยุโรป  และ สหรัฐอเมริกา   นอกจากนั้นแลวยังมีองคกรอิสระ ชื่อ AOAC (THE 
ASSOCIATION OF ANALYTICAL COMMUNITIES) International [www.aoac.org] ซึ่งมีฐานขอมูลขนาดใหญที่
รวบรวมขอมูลเกี่ยวกับการวิเคราะหสารปนเปอนตาง  ๆ เปนจำนวนมาก  ชุดตรวจสอบเหลานี้ใช polyclonal หรือ 
monoclonal antibody เปนสารตรวจสอบ  ในปจจุบันยังไมมีชุดตรวจสอบใดที่ใช recombinant antibody จาก phage display 
technology วางขายในทองตลาด  ซึ่งชุดตรวจสอบที่บริษัทตางๆทำออกขายนั้น มีราคาสูงเกินกวาที่เกษตรกรไทยจะซื้อมา
ใชได นอกจากนั้นแลวชุดตรวจสอบเหลานี้ยังเนนการตรวจวิเคราะหการปนเปอนสารที่เปนปญหาในกลุมประเทศทาง 
ยุโรป และ สหรัฐอเมริกา  จึงไมเหมาะที่จะนำมาใชในภาคอุตสาหกรรมเกษตรในประเทศไทย หรือแถบเอเชียตะวันออก
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One-Step Detection of Aflatoxin-B1 Using scFv-Alkaline
Phosphatase-Fusion Selected from Human Phage Display
Antibody Library
Kuntalee Rangnoi • Nanthnit Jaruseranee •
Richard O’Kennedy • Potjamas Pansri •
Montarop Yamabhai
 Springer Science+Business Media, LLC 2011
Abstract A unique human phage display library was
used to successfully generate a scFv to the highly carcin-
ogenic toxin aflatoxin B1. Such an antibody has major
potential applications in therapy and diagnostics. To further
exploit its analytical capacity, the scFv was genetically
fused to alkaline phosphatase, thereby generating a novel
and highly sensitive self-indicating reagent. The perfor-
mance of this reagent was further characterized, demon-
strating its efficacy. The sensitivity of scFv-AP fusion was
three-fold better than that of the scFv form. The ability of
this human library to generate antibodies to a small hapten
was clearly demonstrated and this is linked to its intrinsic
diversity, which exceeds many existing conventional
human libraries. Our results indicate that demography may
influence the diversity of the repertoire of the library in
terms of its capacity to generate antibodies to specific
targets. Equally, the approach demonstrated should also be
applicable for other haptens and larger antigens.
Keywords Phage display  scFv  Antibody engineering 
Alkaline phosphatase  ELISA  Aflatoxin  Human 





SDS-PAGE SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
scFv Single chain fragment variable
AP Alkaline phosphatase
BAP Bacterial alkaline phosphatase
IC50 Inhibitory concentration at 50%
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
Introduction
Haptens are low molecular weight molecules that cannot
elicit an immune response unless they are coupled to
appropriate carriers [1]. Examples of common haptens
include pesticides, herbicides, insecticides, drugs, vitamins,
steroids, hormones, explosives, dyes, and toxins. Other
haptens are reagents commonly used in biological research
such as fluorescein, biotin, digoxigenin, and dinitrophenol
[2]. Thus, obtaining antibodies that can interact specifically
with these haptens will be very important and beneficial for
various applications, such as immunoassays, immunobio-
sensors, immunotherapy, and affinity purification. The major
difficulty related to generation of an antibody to haptens is to
find the right conjugate, as the hapten is not intrinsically
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immunogenic [3]. Moreover, many antibodies that can bind
very well to conjugated haptens, cannot recognize the solu-
ble free form of the haptens, and this is required for diag-
nostic tests and certain therapeutic applications [4].
Aflatoxin B1 or AFB1 is an extremely potent and car-
cinogenic mycotoxin that is produced by Aspergillus flavus
and Aspergillus parasiticus. These two strains of Asper-
gillus also produce other alflatoxins such as AFB2, AFG1,
and AFG2. However, they are not as abundant and toxic as
AFB1 [5]. Aflatoxin M1 is a metabolite of AFB1, which can
be found in milk of animals that consume aflatoxin-
contaminated feeds [6]. The structures of various aflatoxins
are illustrated in Fig. 1. Aflatoxins are often found to
contaminate agricultural products in Thailand and other
countries in tropical and subtropical regions, where the
surroundings are warm and humid, favoring the growth of
aflatoxin-producing Aspergillus both during and post har-
vesting period [7–10]. AFB1 has been classified as Group 1
carcinogen by WHO-IARC (World Health Organization
and International Agency for Research on Cancer) as it can
lead to mutation in the gene that can result in the devel-
opment of liver cancer [11]. Therefore, aflatoxin contami-
nation is a serious problem and there is a very urgent need
to develop a rapid, highly sensitive, reliable, and inex-
pensive assay to monitor agricultural products, to protect
consumers and animals, and to meet regulatory require-
ments. There is also potential to use such antibodies in
analyses of complex matrices where preliminary sample
‘clean-up’ and concentration is needed prior to analysis.
Many techniques have been developed to analyze
aflatoxins such as thin-layer chromatography (TLC),
high-performance liquid chromatography (HPLC), near
infrared spectroscopy (NIR), and immunoassay [12]. Among
these, immunological methods that use polyclonal or mono-
clonal antibody are appropriate and necessary for rapid, high-
throughput, highly sensitive, and specific analysis.
This research reports the engineering and characteriza-
tion of human single chain variable fragment (scFv) anti-
bodies against AFB1 from two human phage display
antibody libraries. The first library is Yamo1, a compact
human non-immunized phage display library generated
from 140 healthy individuals in Northeastern Thailand
[13], and the second library is Tomlinson I&J, a semi-
synthetic library that is based on one framework but has
different amino acids on 18 positions that are diverse in the
primary repertoire. Binding properties of antibody selected
from these two libraries were studied. In addition, selected
scFv antibodies were further engineered to create scFv-
alkaline phosphatase fusions (scFv-AP) and used as con-
venient one-step detection probes for competitive ELISA.
The sensitivity and specificity of scFv and scFv-AP to
different aflatoxins were determined.
Materials and Methods
Materials
Yamo 1, a human non-immunized scFv library, was con-
structed in our laboratory using B-lymphocytes from 140
healthy individuals in the Northeastern Thailand [13].
Tomlinson I&J, two similar semi-synthetic libraries, were
kindly provided by the MRC, Cambridge. They are based
on a single human framework and variation at 18 residues
(H50, H52, H52a, H53, H55, H56, H58, H95, H96, H97,
H98, L50, L53, L91, L92, L93, L94 and L96) that are
responsible for antigen binding. KM13 helper phage was
provided with the Tomlinson libraries and was propagated
as described in the MRC phage display protocols. Afla-
toxins B1 conjugated with BSA (AFB1-BSA), and soluble
aflatoxins B1, B2, G1, G2, and M1 were obtained from
Sigma, Germany. E. coli TG1 and HB2151 were obtained
from the MRC, Cambridge, UK, and used for cloning and
amplification of phage, or production of soluble scFv
fragments, respectively. The anti-M13/HRP detection kit
was purchased from Amersham-Pharmacia Biotech (Upp-
sala, Sweden), and Protein L peroxidase HRP was from
Sigma. E. coli TG1 was used for cloning and expression of
scFv-AP fusions.
Biopanning
The selection was performed on Nunc Maxisorp immuno
tubes (Nunc, Denmark). Various concentrations of
Fig. 1 Structures of different types of aflatoxins. C1 position used for
conjugation of AFB1to BSA is indicated. The area around C9 where
the scFv antibodies bind is highlighted with a circle. AFM1 and AFM2










aflatoxin B1-BSA conjugate, in 100 ll phosphate buffered
saline (PBS, 137 mM NaCl, 3 mM KCl, 8 mM Na2HPO4,
1.5 mM KH2PO4, pH 7.4) were used. The amounts of
AFB1-BSA conjugate used for the first, second, and third
rounds of selection were 50 lg, 15 lg, and 5 lg per tube
(4 ml), respectively. After overnight incubation (16–18 h)
at 4 C, the immune tubes were washed three times with
PBS and blocked with PBS supplemented with 4% (w/v)
skimmed milk (4%, w/v, MPBS) for 2 h at room temper-
ature. After removal of the blocking solution, the tubes
were washed three times with PBS. The libraries were pre-
incubated with 4% (w/v) MPBS and 1% (w/v) BSA for
30 min at room temperature. The libraries were then added
into the immuno-tubes and incubated at room temperature
for 2 h. Unbound phage was washed away three times with
PBS supplemented with 0.05% (v/v) Tween 20 (PBST) and
three times with PBS. For the Tomlinson library, bound
phage was eluted by adding 500 ll of 1 lg/ml trypsin
buffer (in PBS) and incubated at room temperature for
20 min with rotation. For the Yamo1 library, an additional
acid elution step was carried out after treatment with
trypsin. Five hundred ll of 50 mM glycine–HCl, pH 2.0
was added into the tube and immediately after incubation
for 10 min, 500 ll of neutralization buffer (200 mM
NaHPO4, pH 7.5) was added. The eluted phage was
recovered by infecting 350 ll of exponentially growing E.
coli TG1 and by incubation at 37 C for 30 min without
shaking. Infected cells were subjected to 10-fold-serial
dilution (102–106) and spread on TYE (10 g tryptone, 5 g
yeast extract, 8 g NaCl and 15 g bacto-agar in 1 L) agar
plates supplemented with 100 lg/ml ampicillin and 1%
(w/v) glucose. The agar plates (inverted) were incubated
overnight at 37 C.
For the Yamo1 library, one round of selection was
sufficient to obtain specific binding phage, whereas for
Tomlinson libraries, two more rounds of selection were
performed. To continue with the next round of selection,
1 ml of 2 9 YT (16 g tryptone, 10 g yeast extract and 5 g
NaCl in 1 l) media was added on agar plates containing a
lawn of infected bacteria, and the cells were loosened with a
glass spreader. The scraped cells were kept as a 15% (v/v)
glycerol stock at -70 C, and 10 ll of scraped bacteria
were added into 10 ml of 2 9 YT supplemented with
100 lg/ml ampicillin and 1% (w/v) glucose, and incubated
at 37 C with shaking until the OD600 was 0.4 (approxi-
mately 2 h). After this procedure, phage were was rescued
by super-infecting the cells with 5 9 1010 helper phage
KM13 and incubated at 37 C, without shaking, for 30 min.
Afterward, the culture media was exchanged by centrifu-
gation at 4,000 rpm at 4 C for 15 min, the supernatant was
removed, and the pelleted bacteria were resuspended in
5 ml of 2 9 YT containing 100 lg/ml ampicillin, 50 lg/ml
kanamycin, and 0.1% (w/v) glucose. Later, it was incubated
at 30 C with shaking overnight. On the following day, the
overnight culture was centrifuged at 4,000 rpm and 4 C for
15 min. Phage was precipitated by adding 1 ml of PEG/
NaCl (20% (v/v) polyethylene glycol 6000 in 2.5 M NaCl)
into 4 ml of the supernatant and kept on ice for 1 h, and later
centrifuged at 4,000 rpm, at 4 C for 30 min. The super-
natant was removed and the pellet was resuspended in
100 ll PBS for the next round of selection.
Individual Phage Rescue
Individual phage-infected colonies were randomly picked
from the TYE plate and grown in wells of a 96-well plate
(Nunc, Denmark) containing 100 ll 2 9 YT plus 100 lg/
ml ampicillin and 1% (w/v) glucose. After overnight
incubation at 37 C, small inocula (5 ll) from each well
were transferred to a second 96-well plate containing
200 ll of 2 9 YT plus 100 lg/ml ampicillin and 1% (w/v)
glucose. The first plate was kept as master stock by adding
glycerol to a final concentration of 20% (v/v) and kept at
-20 C. The second plate was incubated with shaking at
37 C for 2 h, and later phage was rescued by adding 1010
helper phage to each well. Following this they were then
incubated at 37 C for 1 h before centrifugation of the plate
at 4,000 rpm for 10 min. The supernatant was discarded
and the pellet was resuspended in 200 ll of 2 9 YT con-
taining 100 lg/ml ampicillin and 50 lg/ml kanamycin, and
cultured at 30 C overnight (20 h) with shaking (250 rpm).
The overnight culture was spun at 4,000 rpm for 10 min,
and 50 ll of the supernatant-containing phage was used in
monoclonal phage ELISA.
Phage ELISA
The wells of 96 MicroWellTM plates (Nunc, Denmark)
were coated with 5 lg of aflatoxin B1-BSA in PBS buffer,
or 1% (w/v) bovine serum albumin (BSA) in 100 ll PBS
(control). After incubation at 4 C overnight, the plates
were washed three times with PBS. The wells were then
blocked with 4% (w/v) MPBS for 2 h at room temperature.
The wells were re-washed three times with PBS. Fifty ll of
phage supernatant and 50 ll of 4% (w/v) MPBS were
added to each well and incubated at room temperature for
2 h. Unbound phage was removed by washing three times
with PBST and 3 times with PBS. Subsequently, 100 ll of
HRP-labeled anti-M13 (1:5000 dilution in 2% (w/v)
MPBS) was added into each well. After incubation for an
additional 1 h at room temperature, the wells were washed
again, as described previously, and 100 ll of substrate
solutions (TMB or ABTS, Sigma) were added into each
well and incubated at 37 C for 30 min. The resulting











Expression and Purification of scFv Antibody
in Microtiter Plates
Escherichia coli non-suppressor strain HB2151, which
reads the amber codon as a stop signal, thereby solubly
expressing the antibody fragments, was infected with
individual phage clones to express soluble scFvs. Five ll of
individual phage particles from the master glycerol stock
were mixed with 150 ll of exponentially growing E.coli
HB2151 (OD600 = 0.4), and incubated at 37 C for
30 min, without shaking. the solution. Infected bacteria
were then streaked onto TYE agar plates containing
100 lg/ml ampicillin and 1% (w/v) glucose. The plates
were incubated at 37 C overnight. On the next day, single
colonies were picked and cultured in the wells of a 96-well
plate containing 100 ll of 2 9 YT plus 100 lg/ml ampi-
cillin and 1% (w/v) glucose.The culture was incubated with
shaking at 37 C overnight. On the next day, 8 ll of culture
was transferred to another 96 deep-well plate containing
800 ll of 2 9 YT plus 100 lg/ml ampicillin and 0.1%
(w/v) glucose, and incubated with shaking at 37 C until
the OD600 reached 0.9. Later, 100 ll of 2 9 YT containing
100 lg/ml ampicillin and 9 mM isopropyl-b-d-thiogalac-
topyranoside (IPTG)was added to a final concentration of
1 mM IPTG. The incubation was continued at 30 C with
shaking overnight (18–20 h). The secreted antibody could
be found in the supernatant. The first plate was kept as a
master stock by adding glycerol to a final concentration of
15% (v/v) and was then stored at -70 C.
Large-Scale Production of Soluble scFv
Production of soluble scFv antibodies was carried out as
previously described [13]. In some cases, the crude scFv
products were purified by immobilized metal affinity
chromatography (IMAC) according to the manufacturer’s
protocol (Qiagen, Germany)The resins were washed twice
with washing buffer 1 (20 mM Tris; pH 8.0, 150 mM
NaCl, 5 mM imidazole) and washing buffer 2 containing
20 mM imidazole before scFv fragments were collected
with elution buffer (20 mM Tris; pH 8.0, 150 mM NaCl,
250 mM imidazole).
ScFv Antibody ELISA
The procedure was similar to the phage ELISA method
described previously, except that 50 ll of culture super-
natant containing the scFv antibody and 50 ll 3% (w/v)
BSA were added into each of the wells instead of indi-
vidual phage clones. Bound scFv was detected by addition
of 100 ll of peroxidase-labeled Protein L (1:5000 dilution
in 3% (w/v) BSA) using TMB as substrate.
Cloning and Expression of scFv-AP Fusion
The scFv gene from the phagemid vector was cut with Nco
I and Xho I restriction enzymes and subcloned into
pKP300DIII, an alkaline phosphatase fusion vector (Kay.
B.K. unpublished). The integrity of the constructs was
confirmed by automated DNA sequencing. To prepare
scFv-alkaline phosphatase (scFv-AP) fusions, a single
colony of E. coli TG1 harboring recombinant plasmid was
inoculated into 10 ml of low phos media (3.75 g ammo-
nium sulphate, 0.71 g sodium citrate dehydrate, 1.07 g
KCl, 5.36 g Yeast extract, 5.36 g Hy-case SF casein
hydrolysate, 7 mM MgSO4, 14 mM glucose per liter, pH
7.3 (adjusted by addition of KOH)). The culture was
allowed to grow for 20 h before the culture supernatant
containing the secreted scFv-AP fusion product was
collected and kept at 4 C for no more than 1 week. No
further purification is required for the assay.
scFv-AP ELISA
Five lg of aflatoxin B1-BSA or 1% (w/v) BSA (control) in
100 ll PBS were immobilized into wells of an immuno 96
WellsTM plate. The plate was washed three times with Tris-
buffered saline (TBS; 25 mM Tris–HCl, pH 7.5, 140 mM
NaCl, 3 mM KCl) supplemented with 0.05% (v/v) Tween
20 (TBST) and blocked with 3% (w/v) BSA in TBS. After
incubation for 1 h at room temperature, the wells were
washed 5 times with TBST. Later, 50 ll of scFv-AP
supernatant and 50 ll of 3% (w/v) BSA were added into
each well and incubated at room temperature for 2 h. The
plate was then washed five times with TBST. Subse-
quently, 100 ll p-Nitrophenyl phosphate substrate (pNPP;
SIGMA, USA) was added to each well. After incubation
for 20 min at room temperature, absorbance was measured
at 405 nm.
Competitive ELISA
Competitive or inhibition ELISA was performed as
described in the normal ELISA methods, except that
optimal amount of the phage particle, scFv or scFv-AP
were pre-incubated with increasing amount of soluble
AFB1 ranging from 0.019 to 5.0 lg/ml before adding into
previously coated, blocked, and washed wells of ELISA
plates. For every assay, appropriate dilutions of scFv or
scFv-AP that showed a linear relationship by direct ELISA
(Fig. 3), was used.
Determination of Cross-Reactivity
Selected scFv or scFv-AP antibodies were assayed for










G2, and M1. Stock solutions of aflatoxins were prepared in
100% (v/v) methanol and diluted using TBST containing
5% (v/v) methanol. The assays were performed following
the competitive ELISA protocol, as described above, for
each of the aflatoxins tested.
Results
Bio-Panning of Aflatoxin-Specific scFv Antibodies
A simple bio-panning procedure was carried out to select
phage that displays specific antibody to soluble AFB1 from
two human phage display scFv libraries. The libraries were
pre-incubated with 3% (w/v) BSA to minimize the possi-
bility of non-specific binding to BSA since the AFB1-BSA
conjugate was used as an affinity selection target. For semi-
synthetic libraries (Tomlinson I & J), three rounds of bio-
panning was performed according to the manufacturer’s
protocol, whereas for a compact non-immunized Yamo1
library, we have previously reported that only one round of
bio-panning was sufficient to obtain specific phage [13]. A
summary of bio-panning results is listed in Table 1.
Enrichment of AFB1-specific phage after each round of
affinity selection was observed for the Tomlinson libraries.
After three rounds of affinity selection, 2.2 9 105 and
2 9 106 phage clones could be obtained from Tomlinson I
and J, respectively. For Yamo1 library, 2.5 9 102 phage
clones could be obtained after one round of selection.
Confirmation by ELISA revealed that 71, 32, and 4 phage
clones from Tomlinson I, J, and Yamo1, respectively, were
authentic binders to AFB1-BSA. The frequency of specific
binders from Tomlinson and Yamo1 libraries was the same
after one round of selection; however, none of the clones
from round one of Tomlinson biopanning could bind to
soluble AFB1 in the next step.
Specific Binding of scFv Antibody to Soluble AFB1
For diagnostic or therapeutic purposes, it is necessary to
obtain antibody that can bind to free (soluble) AFB1, and
thus we performed competitive ELISAs to identify these
scFv-secreting clones. Soluble scFv fragments were first
generated by infecting selected phage clones into E. coli
HB2151, which reads the amber stop codon (TAG) as a
stop signal, allowing secretion of soluble scFv into the
periplasm, upon induction with IPTG. From the selected
phage clones tested, 19, 2, and 3 clones from Tomlinson I,
J, and Yamo1, respectively, could be successfully induced
for expression, and from these soluble scFv clones, only 3
and 1 clone from Tomlinson I, and Yamo1, respectively,
showed specific competitive binding to soluble AFB1 by
competitive ELISA. Amino acid sequence analysis of
selected scFv clones revealed that the three clones that
were isolated from Tomlinson I (TomI-F6, TomI-H2, and
TomI-E9) have an identical DNA sequence, thus there was
one scFv fragment from each Tomlinson I and Yamo1
library that could be selected by our bio-panning proce-
dure. These two clones (TomI-F6 and YM1-C3) were used
for further study. Amino acid sequence analyses of these
two scFv fragments are shown in Fig. 2. The TomI-F6 scFv
antibody was based on a single human framework for VH
(IGHV3-23*05, DP47) and Vj (IGKVID-39*01, DPK9),
which belong to subgroup VH3 and VK1, respectively. The
positions of amino acid different from the germ lines are
located in CDR2 and CDR3 regions of the VH and VL,
respectively. The second scFv antibody, YM1-C3 was
obtained from Yamo I. The VH and VL fragments were
derived from germlines IGHVI-3*01 (DP25) and IGKVID-
39*01 (DPK9), which belong to subgroup VH1 and VK1,
respectively. There is no amino acid different from the
germline gene in VH fragment, whereas there are four
amino acid differences from germline gene in the frame-
work region 1, 2, and 3 of VL fragment.
Table 1 Overview of selection of antibodies against aflatoxin B1-BSA
Results from each step Tomlinson I Tomlinson J YAMO 1
Number of clone after 1st panning 3.2 9 103 4 9 102 2.5 9 102
Number of clone after 2nd panning 1 9 105 1.4 9 105 –
Number of clone after 3rd panning 2.2 9 105 2 9 106 –
Number of positive phage clones after 1st round from ELISA 6/96a 8/96a 4/56a
Number of positive phage clones after 3rd round from ELISA 71/96a 32/96a –
Number of expressed soluble scFv 19/62a 2/34a 3/4a
Number of scFv fragments that can bind soluble Aflatoxin B1 3/8
a 0 1/3a
Number of different scFv clones 1 0 1










Cloning and Characterization of scFv-Alkaline
Phosphatase (scFv-AP) Fusions
To create a convenient one-step detection reagent for
diagnostic purposes, we cloned the TomI-F6 and Yamo1-
C3 scFv DNA fragments into an alkaline phosphatase (AP)
expression vector. The scFv-AP fusions could be induced
for expression in E. coli and secretion into the periplasmic
space. Culture supernatant can then be used directly in
ELISA as illustrated in Fig. 3. The signal was excellent and
the background was low. Directed ELISA using AFB1-
BSA conjugated as a target revealed that the optical density
using YM1-C3-AP fusion at 405 nm was 3-fold higher
than that of the TomI-F6-AP. This result suggested that
scFv-AP could be used as a convenient reagent for
detecting soluble AFB1 by competitive ELISA.
To compare the binding properties of soluble scFv and
scFv-AP, competitive ELISA was performed on the two
forms of the YM1-C3 antibody. Various concentrations of
free AFB1 were pre-incubated with appropriate dilutions of
scFv or scFv-AP before adding into well of an ELISA plate
coated with the 3–5 lg of AFB1-BSA conjugate. Bound
scFv or scFv-AP was detected by use of a protein-L-per-
oxidase, followed by TMB substrate, or pNP substrate, as
appropriate. The IC50 values (Fig. 4), being the concen-
tration of soluble AFB1 that results in 50% inhibition, for
the scFv and scFv-AP fusion, were 0.12 and 0.04 lg/ml,
respectively (Fig. 4). This result indicated that scFv-AP
fusion has 3-fold higher sensitivity than soluble scFv form.
Therefore, the scFv-AP fusion format was subsequently
used to characterize the binding properties of the two scFv
antibodies in the next step.
YM1-C3 scFv-AP has Higher Binding Sensitivity
than TomI-F6 scFv-AP
Competitive or inhibition ELISA was successfully used as
an indirect method to estimate the binding affinity of an
antibody [14]. In addition, it has also been used to determine
binding constant (IC50) of modular binding domain-AP
fusions to peptide [15]. Thus, we performed competitive
ELISA to estimate the binding affinity and compare the
binding sensitivity of the two scFv fragments that were
isolated from two different phage libraries, as shown in
Fig. 5. Various concentrations of free AFB1 wwere pre-
incubated with the appropriate dilution of scFv-AP fusions
and the ratio of OD of bound scFv-AP over the OD in an
absence of free AFB1 was plotted against the log of con-
centration of free AFB1. The IC50 values for YM1-C3 and
TomI-F6 were 0.034 and 0.14 lg/ml, respectively, sug-
gesting that the binding sensitivity of YM1-C3 is approxi-
mately 4 fold higher than that of TomI-F6. The useful assay
range for YM1-C3 and TomI-F6 was between 0.007–0.2
and 0.04–1.0 lg/ml.
Cross-Reactivity to Various Aflatoxins
To evaluate the binding specificity of the selected scFv
antibody, we compared IC50 values derived from inhibition
ELISA of structurally related aflatoxins, i.e., B2, G1, G2,
Fig. 2 Amino acids sequence analysis The amino acid sequence of
the whole scFv antibody fragments of TomI-F6 (TomI-aft6, upper
panel) and YM1-C3 (YM1-aft3, lower panel) are shown. The GC-rich
sequence that links VH and VL segments is indicated. The three
complementarity determining regions (CDRs) are shown. The
underlined letters are amino acids that are different from the germ
line. Structure analysis was carried out based on IgBLAST software
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) and reconfirmed by DNA-
PLOT from V BASE. (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/). Sequence











and M1 as demonstrated for YM1-C3 scFv-AP in Fig. 6.
Standards of each potential cross-reactive aflatoxins,
ranging from 2.3 to 5,000 ng/ml in TBST containing
5% (v/v) methanol, were mixed with an equal volume of
scFv-AP antibody at the optimal concentration, before
incubation on wells of an ELISA plate that were coated
with AFB1-BSA conjugates. The cross-reactivity potential
was approximated as the percent inhibition according to the
equation: % inhibition = [(OD sample/OD control)] 9
100. The percentage cross-reactivity determined at IC50
(%CR50) was expressed as 50% inhibitory concentra-
tion of aflatoxin B1 divided by the 50% inhibitory
Fig. 3 Direct ELISA of scFv-AP antibody fusions. Various 2-fold
dilutions of culture supernatant containing scFv-AP fusions from to
1/256 were assayed on an ELISA plate coated with AFB1-BSA.
Bound antibodies were detected by colorimetric assay with pNPP
(p-Nitrophenyl Phospate) as substrate. The average OD405 values and
standard errors are shown. Antibody dilutions of 1/10 (TomI-F6) and
1/20 (YM1-C3), which was in the linear range of the curve, were
chosen for competitive ELISA
Fig. 4 Comparison of binding properties of soluble scFv and scFv-
AP antibody. Two formats of YM1-C3 scFv antibody were compared
by competitive ELSIA. Optimal dilutions of soluble scFv or scFv-AP
were incubated with equal volumes of various amounts of free AFB1
in TBST containing 5% (v/v) methanol to reach a final concentration
ranging from 2.3 ng to 5,000 ng/ml. The IC50 values for the scFv
YM1-C3, and YM1-C3-AP were found to be 0.12 and 0.04 lg/ml,
respectively. The scFv-AP fusions showed improved binding sensi-
tivity of approximately 3 fold better than the soluble scFv format
Fig. 5 Comparison of binding properties of TomI-F6 and YM1-C3
scFv-AP antibodies. Various concentration of soluble AFB1 from
5.0 lg/ml to 0.762 ng/ml were incubated with two scFv-AP (TomI-
F6, YM1-C3) antibodies at 37 C for 30 min before addition to wells
of Immuno 96 MicroWellTM plates, coated with 5 lg AFB1-BSA.
The plates were washed five times with TBS-T after a 1 h incubation.
Bound antibodies were demonstrated by colorimetric detection using
the AP substrate, pNPP. The average absorbance at 405 nm and S.Ds
are shown. Normalized absorbance values (expressed as A/A0) were
plotted against the logarithm of AFB1 concentration. The IC50 values
for the TomI-F6-AP and YM1-C3-AP were found to be 0.14 and
0.034 lg/ml, respectively
Fig. 6 Cross-reactivity against different aflatoxins. Competitive
ELISA of YM1-C3 scFv-AP antibody with various structurally
related aflatoxins (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM1) is demon-
strated. Results were plotted as the mean percent inhibition vs.
concentration of soluble aflatoxins. Percent inhibition of aflatoxin










concentration of other aflatoxins and multiplied by 100.
Percentage cross-reactivity values of the TomI-F6 ad YM1-
C3 scFv-AP antibodies to various potential cross-reactive
aflatoxins are reported in Table 2. Both scFv-AP antibodies
showed a high degree of cross-reactivity, especially to
AFG1 [ AFB2 [ AFG2 [ M1 (in decreasing order). The
highest levels of cross-reactivity with aflatoxin G1 were
68.75% and 70% for TomI-F6 and YM1-C3, respectively.
There is no significant difference in percent cross-reactivity
against AFB2, AFG2, and AFM1 for TomI-F6, whereas for
YM1-C3, percent cross-reactivity to AFB2 and AFG2 were
similar, i.e., 27 and 30%, respectively. However, YM1-C3
showed very low cross-reactivity (0.9%) to AFM1, which is
a metabolite form of aflatoxin B1 found in milk. These
results are in accordance with those obtained from using
soluble scFv forms (data not shown).
Discussion
Phage display is a powerful method to generate human
monoclonal antibodies. This research reports the advantage
of using a phage display antibody library generated from a
non-immunized population that had previously experienced
high exposure to certain antigens of interest, for the
selection of a specific and sensitive antibody. In addition,
we also demonstrated that the alkaline phosphatase fusion
of scFv antibody (scFv-AP) is an attractive format for the
detection of hapten by inhibition ELISA. Since the anti-
body is human, its potential application encompasses
therapeutic purposes, such as the treatment of acute tox-
icity or drug addiction [16, 17].
Since obtaining specific antibody to free hapten is often
very difficult with either naı¨ve libraries or libraries derived
from immunized animals, many strategies have been
developed to increase the chance of selecting specific
antibodies from a phage display antibody library. These
include modification of the elution step by competing with
free hapten [18], alternative hapten-carrier conjugates [6],
selection from a focused library that favors binding haptens
(cavity library) [19], or selection from an immunized
library [20]. However, in this study, we were able to isolate
specific antibody by using a simple bio-panning procedure.
The discrepancy of affinity selection results from various
publications could be due to differences in the libraries
used. Biopanning from Yamo1, a human non-immunized
library that is generated from a large population, including
those that are highly exposed to mycotoxin, could increase
the likelihood of obtaining highly specific antibody.
Therefore, our results suggested that some of these Thai
people, whose B-cells are the source of library, have
mounted an immune response against this toxin. Indeed,
there have been two previous reports indicating antibody
activity against aflatoxin B1 in serum from individuals in
Kenya who experience high exposure to AFB1 [21], and in
Danish workers who are laboring in animal-feed processing
plants [22]. Therefore, this finding should be applicable for
other antigens such as other mycotoxins, pesticides, and
viruses, to which certain populations are commonly
exposed.
In general, the main reason for performing only a single
round of biopanning is to maximize the diversity of binders
selected. Increasing the number of panning rounds affects
the outcome with regard to the number of weaker binders.
The stronger binders usually overgrow and dominate in the
final output of panning when multiple panning rounds are
employed. Therefore the weaker binders, which may
express unique characteristics, e.g., specificity for poten-
tially relevant antigens or cross-reactivity to related toxins,
are often lost during repeated panning rounds. To address
this issue, only one round of panning was used in this
study. Moreover, the Yamo library used was generated by
using the KM13 helper phage, which could help in
reducing the background of non-displaying antibody phage
during biopanning [23]. Consequently, bona fide binders
could be obtained after a single round of panning. Our
result was a ‘proof-of-principle’ to demonstrate that the
library was indeed capable of generating anti-hapten anti-
bodies, and that the population used to make the library
would have had exposure to the toxin. In addition, another
advantage of obtaining antibody from a single round of
panning is that the isolated antibody may be able to cross
react with other related toxins (aflatoxin G1, B2, G2) with
similar structures more so than antibodies from the TomI
library obtained after three rounds of panning. While it is
possible to obtain the highest affinity and most specific
scFvs by performing more rounds of biopanning, the
affinity, stability, or specificity of the isolated antibody
from a single round of panning can also be further
improved by affinity maturation [4].
The scFv format has many advantages over other anti-
body formats, i.e., it is more efficient for display on phage
Table 2 Percentage cross-reactivity values of the TomI-F6 and
YM1-C3 scFv-AP antibody to various structurally related aflatoxins
Aflatoxins TomI-F6 YM1-C3
IC50 (ug/ml) CR50 (%) IC50 (ug/ml) CR50 (%)
B1 0.22 100 0.035 100
B2 1.3 16.92 0.13 26.92
G1 0.32 68.75 0.05 70
G2 1.6 13.75 0.12 29.17
M1 1.7 12.94 4 0.88
The cross-reactivity potential was approximated at the IC50 value,










coats [24], it may pass through the blood–brain-barrier
[25], and the library is more stable [26]. However, one key
disadvantage of this format is the formation of dimers or
higher order multimers [27]. This complicates standard
affinity measurement by systems such as surface plasmon
resonance (SPR) analysis. The formation of multimeric
antibody molecules depends on the amino acid sequence of
individual clones and the linker length, and can be unpre-
dictable. Indeed, both of the two scFv antibodies described
in this study did form several multimers as observed by
SDS-PAGE analysis (data not shown). Purified monomeric
scFv antibodies isolated by gel filtration chromatography
could re-aggregate when left in solution.
Analysis of binding sensitivity by competitive ELISA
revealed that the IC50 of YM1-C3 was approximately
0.04 lg/ml or 40 ppb, whereas, the IC50 of TomI-F6 was
approximately 0.14 lg/ml or 140 ppb. These values are in
the same range as previously published clones that were
isolated from pre-immunized or naı¨ve libraries [6, 18, 28].
The detection limit of YM1-C3 was 0.007 lg/ml (7 ppb).
In several regions where aflatoxin contamination is pre-
valent, the acceptable limits of aflatoxin contamination
in agricultural products are 20 ppb [29], thus, this YM1-
C3-AP fusion could be applicable for analytical purposes.
Determination of cross-reactivity to structurally related
aflatoxin (B2, G1, G2, and M1) revealed that YM1-C3
scFv could cross react with AFG1 (70%), with slight cross-
reactivity (*30%) with AFB2 and AFG2, but showed
almost no binding to AFM1. Judging from the structure of
these aflatoxins (Fig. 1), it seems that the antibody interacts
near the C9 position. These data are in accordance with
previous reports that also used AFB1-BSA conjugate as a
target for affinity selection [18, 28], confirming that the
type of conjugates used could dictate the outcome of
affinity selection results. A wide specificity of antibody
could be very useful in the following cases: (a) extraction
of toxins from complex food or environmental matrices for
analysis or in the purification of expensive food ingredi-
ents, (b) application as an antidote in food to sequester the
toxin or to reduce potential toxicity, and (c) broad speci-
ficity toxin detection e.g., on an array.
One important outcome from this study is that we have
demonstrated that the isolated antibodies could be further
engineered to create a scFv-alkaline phosphatase fusion
(scFv-AP) protein and this could be used as a convenient
one-step detection probe for competitive ELISA. Bacterial
alkaline phosphatase (BAP) is a homodimeric enzyme and
fusions of various proteins or peptides to this enzyme have
been previously demonstrated to be useful reagents for
various detection formats [30]. Our results indicated that
the sensitivity of scFv-AP fusion was approximately 3-fold
better than the soluble scFv form and 20-fold better than
the phage-displayed format [13]. This result is in
accordance with previous reports that demonstrate higher
specificity and sensitivity of peptide-AP fusion when
compared to free biotinylated peptides or peptides that
display on phage [31]. It is possible that the increased
affinity is due to a higher proportion of the secreted AP-
fused scFv being present in a correctly folded—and
therefore active format than in the case of soluble scFv.
The AP-fused proteins are likely to be dimeric, because AP
itself is a homodimer, hence the binding avidity is
increased. Ease of engineering, expression, and purification
makes scFv-AP fusion antibodies attractive for large-scale
production for the diagnostics industry.
Although the IC50 or detection limit of the antibody in
this study is comparable to other antibodies isolated from a
naı¨ve library, it is approximately ten times less sensitive
than antibodies from some immunized mouse libraries
[12]. However, it is important to note that this antibody is
100% human and it is not possible to directly immunize
humans with toxins for ethical and safety reasons. Never-
theless, the sensitivity of these antibodies can be further
improved by various methods of affinity maturation [4].
Conclusions
Our results demonstrate the value of phage display anti-
body technology to engineer human recombinant antibod-
ies for carcinogenic haptens such as aflatoxins. This
knowledge should be applicable to a host of other haptens
or antigens to which human populations may have been
exposed. The library and approach used should be advan-
tageous over other human library-based systems.
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ทอกซิน เปนตัวแทนสารปนเปอนโมเลกุลเล็กทางการเกษตร (hapten)  เพราะเปนสารพิษกอมะเร็งรายแรง และเปน
ปญหาตอผลผลิตทางการเกษตรมานานทั่วโลก โดยเฉพาะประเทศในแถบรอนชื้น  จึงไดมีการศึกษาวิจัย และมีขอมูล
เชิงวิชาการเกี่ยวกับสารพิษนี้ เพื่อใชในการวิเคราะห ประเมินผลการวิจัย ไดเปนอยางดี ซึ่งจากผลการวิจัยทั้งหมด 
สามารถสรุปไดวา สามารถประยุกตใชเทคโนโลยีแอนติบอดีบนผิวเฟจ ในการคัดหาแอนติบอดีสวน scFv ของ
มนุษย แลวนำไปทำวิศวกรรมแอนติบอดี ดวยวิธีการทางพันธุวิศวกรรมใหยีนของแอนติบอดีสวน scFv เชื่อมตอกับ
ยีนของเอนไซม  alkaline phosphatase เพื่อใชเปน ตัวตรวจสอบขั้นเดียว​ (one-step detection probe) ที่สะดวกตอการ
ใชงาน และที่สำคัญคือ แอนติบอดีในรูป scFv-AP นั้น มีความไวในการตรวจสอบอะฟลาทอกซินมาก กวาแบบ 




นครราชสีมา ประมาณ ๑๕๐ คน (คลังยาโม ๑) ซึ่งประชาการเหลานี้ นาจะมีจำนวนคอนขางสูง ที่เคยสัมผัสกับ 
อาหารที่ปนเปอน ดวยอะฟลาทอกซินมากอน ทำใหรางกายไดผลิตแอนติบอดีขึ้นตานทานไวแลว  ดังนั้น คลังที่
สรางขึ้นจากประชาการกลุมนี้จึงมีแอนติบอดีที่มีคุณสมบัติดี เมื่อเทียบกับคลังอื่น เชนคลังกึ่งสังเคราะห หรือคลังที่่
สรางจากประชากรในทวีปอเมริกาเหนือ ดังที่ไดวิจารณไวโดยละเอียดในบทความที่ไดตีพิมพไปแลว  เพราะสามารถ
คัดหาแอนติบอดีที่มีคุณภาพดีไดจากการ ทำ biopanning จากคลังยาโม ๑ เพียงครั้งเดียว  ดังนั้นจึงนาจะสามารถนำ
คลังนี้ไปใชในการคัดหา แอนติบอดีตอ สารปนเปอนโมเลกุลเล็กทางการเกษตรอื่นๆ ไดอีก โดยเฉพาะที่มักปนเปอน
ในผลผลิตทางการเกษตรของประเทศ 
อยางไรก็ตาม ถึงแม แอนติบอดี scFv-AP ตออะฟลาทอกซิน ที่พัฒนาขึ้นมาไดจากโครงการนี้จะสามารถจับกับ สาร
พิษ อะฟลาทอกซินในรูปโมเลกุลเดี่ยว (soluble)  ซึ่งเปนรูปแบบที่ปนเปอนมาในอาหาร ไดดี และมีความไวในระดับ 
ที่ดีกวา หรือเทากับแอนติบอดี อื่นๆ ที่ผลิตไดดวยเทคโนโลยีนี้ และมีความไวสูงพอที่จะนำไปใชในการตรวจ
วิเคราะหการปนเปอนในอาหาร ได  เพราะปริมาณขั้นต่ำของการปนเปอน อะฟลาทอกซินในอาหารจะอนุญาตใหมี
ไดถึงระดับ 20 ppb  แตแอนติบอดีที่พัฒนาขึ้นมาไดนี้ก็ยังมีความไวต่ำกวา แอนติบอดีจากชุดตรวจสอบที่มีขายใน
ทองตลาด และที่เคยมีรายงานมากอน ทั้งที่เปน polyclonal antibody และ monoclonal antibody  ถึง ๑๐ เทา คือ 
scFv-AP สามารถตรวจสอบความปนเปอนที่ระดับ  10 ppb แต แอนติบอดีแบบดั้งเดิมที่ใชในชุดตรวจสอบที่มี
คุณภาพดีมักตรวจไดถึงระดับ 1 ppb  ดังนั้นจึงมีความจำเปนที่จะตองพัฒนาความไวของแอนติบอดีนี้ใหขึ้น ดวย












สารอะฟลาทอกซิน ซึ่งเปนสารพิษปนเปอนโมเลกุลเล็กจากเชื้อรา ที่เปนสารกอมะเร็งรายแรง และเปนปญหาตอ
ผลผลิตทางการเกษตรของประเทศไทย และประเทศอื่นๆ ที่อยูในสภาวะรอนชื้น ทั่วโลก โดยสามารถทำการคัดหา
แอนติบอดี สวน scFv ที่ีความสามารถสูงในการจับกับ อะฟลาทอกซิน จากคลังแอนติบอดี ของมนุษย ชื่อคลัง “ยา
โม ๑” ซึ่งเปนคลังที่ไดสรางขึ้นเองในหองปฏิบัติการของผูวิจัย  โดยแอนติบอดีที่คัดหามาไดนี้ มีศักยภาพในการนำ
ไปพัฒนาตอ ทั้งเพื่อการรักษา และการตรวจวิเคราะห  โดยในโครงการวิจัยนี้ ผูวิจัยไดแสดงถึงศักยภาพของการนำไป
ใชในการตรวจวิเคราะห การปนเปอน ดวยการนำแอนติบอดีที่คัดหามาได ไปพัฒนาใหมีคุณสมบัติเหมาะสมยิ่งขึ้น 
ดวยกระบวนการวิศวกรรมแอนติบอดี โดยการนำยีนของแอนติบอดีสวน scFv ที่ไดคัดหามาจากคลังยาโม ๑ ไป
เชื่อมตอกับยีนของเอนไซม อัลคาไล ฟอสฟาเทส แลวนำมาแสดงออกในระบบการผลิตโปรตีนของแบคทีเรีย อี 
โคไล เพื่อสรางใหเปนตัวตรวจสอบแบบสำเร็จในขั้นเดียว ที่สะดวกตอการนำไปใชในการตรวจวิเคราะห การปน
เปอนผลิตภัณฑทางการเกษตร  โดยจากการวิเคราะหคุณสมบัติ และประสิทธิภาพของ แอนติบอดี แบบ scFv-AP ที่
ไดพัฒนาขึ้นนั้นพบวา แอนติบอดีชนิด scFv-AP ที่ไดพัฒนาขึ้นมานี้ มีความไวในการตรวจวัดสาร อะฟลาทอกซิน 
มากกวาแบบ scFv เปลาๆ ถึง ๓ เทา นอกจากนั้นแลว ผลจากโครงการวิจัยนี้ยังไดแสดงใหเห็นวา คลังของ
แอนติบอดี ยาโม ๑ ที่ผูวิจัยไดพัฒนาขึ้นมานั้น มีคุณสมบัติเดนกวาคลังทั่วไป เพราะสามารถใชเปนแหลงในการคัด
หาแอนติบอดีตอสารปนเปอนโมเลกุลเล็กทางการเกษตรที่มีคุณสมบัติดี ซึ่งอาจเปนเพราะเปนคลังที่สรางขึ้นจาก
ตัวอยางที่เปนคนไทยในแถบจังหวัดนครราชสีมา ซึ่งมีอัตราเสี่ยงตอการบริโภคอาหารที่มี อะฟลาทอกซิน ปนเปอน
สูง จึงอาจมีแอนติบอดีตอสารนี้อยูมาก กวาคลังแอนติบอดีที่สรางขึ้นจากประชากรในแถบอื่น หรือแบบกึ่ง
สังเคราะห ผลสำเร็จจากโครงการวิจัยนี้ นอกจากจะเปนนวตกรรม ตางๆ ไดแก ยีน และ แอนติบอดีที่จำเพาะเจาะจง
ตอ  อะฟลาทอกซิน วิธีการในการคัดหาแอนติบอดีจากคลัง และรวมทั้งวิธีการทางวิศวกรรมแอนติบอดี  เพื่อพัฒนา
คุณสมบัติใหมีประสิทธิภาพดี ในการนำไปประยุกตใชในการตรวจวิเคราะหสารปนเปอนทางการเกษตร อื่นๆ ที่มี
ประสิทธิภาพสูง แลว ยังไดสรางองคความรูใหม ซึ่งสามารถนำไป ตีพิมพในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ ที่ตอง
ผานการประเมินโดยผูทรงคุณวุฒิอีกดวย  ซึ่งผลสำเร็จที่ไดทั้งหมดนี้ สามารถนำไปพัฒนาตอยอด ในการตรวจสอบ
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มณฑารพ ยมาภัย เกิดเมื่อวันที่ ๘ มกราคม ๒๕๑๐ เปนบุตรของ รศ.ดร. สวนิต และ ผศ. อำไพ ยมาภัย จบการศึกษา
ทั้งในระดับประถม และ มัธยมศึกษาจากโรงเรียนสาธิตจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จากนั้นเขาศึกษาตอที่ คณะ
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ราชการเปนเภสัชกรประจำโรงพยาบาลหัวตะพานเปนเวลา ๑ ป กอนจะมาเปนอาจารยประจำคณะเภสัชศาสตร 
มหาวิทยาลัยรังสิต  ในป ๒๕๓๖ ไดรับทุน Fulbright Pre-doctoral Fellowship ไปทำงานวิจัยที่ University of 
Minnesota เปนเวลา ๙ เดือน แลวจึงไดรับทุนรัฐบาลไทยไปเรียนตอในระดับปริญญาเอกที่ University of North 
Carolina at Chapel Hill ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยมี Prof. Dr. Brian K. Kay เปนอาจารยที่ปรีกษา จบการศึกษา
ระดับปริญญาเอกดาน molecular biology ในป พ.ศ. ๒๕๔๑  จากนั้นในป พ.ศ. ๒๕๔๓-๒๕๔๕ ไดทุนไปทำ post-
doctoral research ที่ หองปฏิบัติการของ Prof. Dr. Richard G.W. Anderson ณ. University of Texas, Southwestern 
Medical Center, Dallas และในป พ.ศ. ๒๕๔๖-๒๕๔๗ ไดรับทุน Alexander von Humboldt Fellowship ไปทำการ
วิจัยที่หองปฏิบัติการของ  Prof. Dr. Kai Simons ณ. Max Planck Insititute for Molecular Biology and Genetics กรุง 
Dresden ประเทศ สหพันธรัฐเยอรมัน  สมรสกับ ศ.ดร. ดิฏฐมา หาลทิช เมื่อวันที่ ๑๖ สิงหาคม ๒๕๔๗ และมีบุตร 
๑ คน ชื่อ ดญ. ฐานิกา ยมาภัย หาลทิช  ปจจุบันเปนรองศาสตราจารย และหัวหนาสาขาวิชาเทคโนโลยชีวภาพ สำนัก
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(molecular biotechnology) มุงเนนการใชเทคโนโลยีเฟจ (phage display technology) และ เทคนิคอณูวิวัฒนาการ 
(molecular evolution) ในงานทางวิศวกรรมแอนติบอดี (antibody engineering) และวิศวกรรมเอนไซม (enzyme 
engineering) จนถึงปจจุบันมีผลงานวิจัยที่ไดรับการยอมรับการตีพิมพในวารสารทางวิชาการระดับนานาชาติ ๓๖ 
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